a ORIGINALES / Rev Osteoporos Metab Miner. 2017;9(2):72-81

Pineda-Moncusi M', Rodriguez-Sanz M', Diez-Pérez A%, Aymar 1'%, Martos T, Servitja S°, Tusquets I, Garcia-Giralt N',
Nogués X"

1 IMIM (Instituto Hospital del Mar de Investigaciones Médicas) - Red Temética de Investigacion Cooperativa en Envejecimiento y Fragilidad (RETICEF) -
Instituto de Salud Carlos Il FEDER - Barcelona (Espaia)

2 Departamento de Medicina Interna - Parque de Salud Mar - Universidad Autonoma de Barcelona - Barcelona (Espafia)

3 IMIM (Instituto Hospital del Mar de Investigaciones Médicas) - Departamento de Oncologia Médica - Medical Oncology Department - Parque de Salud
Mar - Barcelona (Espaiia)

Analisis genético de enzimas de la
via esteroidal asociadas a efectos

adversos musculoesqueléticos de
los inhibidores de la aromatasa

DOI: http://dx.doi.org/10.4321/51889-836X2017000200004

Correspondencia: Natalia Garcia-Giralt - Institut Hospital del Mar d'Investigacions Mediques (IMIM) - Carrer del Dr.
Aiguader, 88 - 08003 Barcelona (Espana)
Correo electronico: ngarcia@imim.es

Fecha de recepcion:  20/12/2016
Fecha de aceptacion: 09/03/2017

Trabajo remitido como prestacion de una beca de Investigacion Bdsica FEIOMM 2012.

Resumen

Objetivos: 1dentificar putativas variantes funcionales en los genes CYP11A1 y CYP17A1 asociadas a efec-
tos musculoesqueléticos (pérdida acelerada de la masa Osea y artralgias) derivados del tratamiento con
inhibidores de la aromatasa (TA).

Material y métodos: La cohorte B-ABLE es un estudio prospectivo de mujeres postmenopdausicas con can-
cer de mama en tratamiento con IA. La densidad mineral 6sea en columna lumbar y cuello femoral se
midi6 mediante densitometria, y el dolor articular mediante escala analégica visual. A partir de polimorfis-
mos de cambio de un nucledtido (SNPs) en los genes CYPI11A1 (rs4077581, rs11632698 y rs900798) y
CYP17A1 (rs4919686, 154919683, 154919687, 153781287, rs10786712, rs6163, 1s743572), asociados previa-
mente con eventos musculoesqueléticos, se construyeron los haplotipos para cada paciente de la cohor-
te, y se seleccionaron aquellos que mostraron mayor diferencia fenotipica (p<0,05). Dentro de cada haplo-
tipo, se eligieron aquellas pacientes con fenotipos extremos para la secuenciacion de los respectivos genes
y la identificacion de variantes genéticas funcionales. Finalmente, se realizé un andlisis de regresion line-
al multiple contemplando los modelos de herencia genética dominante, recesivo y aditivo.

Resultados: No se encontré ninguna mutacién en las regiones codificantes. En la region del promotor
basal del gen CYP11A1 se encontrd una variante genética (D158520) asociada a la pérdida de masa 6sea
del cuello de fémur a los 24 meses de tratamiento con IA.

Conclusiones: Variantes en regiones reguladoras del gen CYP11A1 podrian modular la expresion de este
gen, explicando asi parte de la variabilidad fenotipica encontrada en la pérdida de hueso de las pacien-
tes en tratamiento con IA.

Palabras clave: inhibidores de la aromatasa, cancer de mama, artralgia, densidad mineral dsea, CYP11A41, CYP17Al, estudio
de asociacion genética.
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Genetic analysis of steroid pathway enzymes associated with adverse
musculoskeletal effects of aromatase inhibitors

Summary

Objetives: 1dentify putative functional variants in the CYP711A1 and CYP17A1 genes associated with mus-
culoskeletal effects (accelerated bone mass loss and arthralgia) derived from treatment with aromatase
inhibitors (AD.

Material and methods: The B-ABLE cohort is a prospective study of postmenopausal women with breast
cancer undergoing Al treatment. Bone mineral density in the lumbar spine and femoral neck was mea-
sured by densitometry and joint pain using visual analogue scale. From single-nucleotide polymorphisms
(SNPs) in genes CYP11A1 (rs4077581, 1s11632698 and rs900798) and CYP17A1 (rs4919686, rs4919683,
rs4919687, 153781287, 1510786712, rs6163, rs743572), previously associated with musculoskeletal events,
haplotypes were constructed for each pacient from the cohort, and those haplotypes that showed grea-
test phenotypic differences were chosen (p<0.05). Within each haplotype, patients with extreme phenoty-
pes were chosen for the sequencing of respective genes and identifying functional genetic variants.
Finally, a multiple linear regression analysis was carried out considering the models of dominant, reces-
sive and additive genetic inheritance.

Results: No mutation was found in coding regions. A genetic variant (D155520), in the basal promoter
region of gene CYP11A1, was found associated with femoral neck bone loss at 24 month of Al treatment.
Conclusions: Variants in regulatory regions of the CYP11A1 gene could modulate the expression of this gene,
thus explaining part of the phenotypic variability found in bone loss of patients undergoing Al treatment.

Key words: aromatase inhibitors, breast cancer, arthralgia, bone mineral density, CYP11A1, CYP17A1, genetic association study.

Introduccion

El uso de los inhibidores de la aromatasa (IA)
como terapia coadyuvante después de la cirugia,
y/o la radioterapia, y/o la quimioterapia, ha logra-
do un aumento significativo de la supervivencia
en mujeres postmenopausicas diagnosticadas de
cincer de mama con receptores hormonales
(estrégenos y/o progesterona) positivos (RH), en
estadios iniciales'?.

La accion de la aromatasa sobre la testosterona
y la androstendiona produce estradiol y estrona’.
Estos dos componentes constituyen la principal
fuente de estrogenos en la mujer postmenopausica.
Este proceso de aromatizacion se realiza en los teji-
dos periféricos, como el tejido adiposo y el muascu-
lo. Aproximadamente dos terceras partes de los
tumores mamarios han demostrado tener actividad
aromatasa, produciendo localmente estrégenos en
el propio tumor que estimulan el crecimiento de las
células mamarias tumorales’. Los IA bloquean
directamente la produccion de estrégenos en el
tumor y ademds provocan una drastica reduccion
de los niveles de estrégenos circulantes’.

La sostenida privacion estrogénica derivada de
la terapia con IA provoca una pérdida acelerada de
la masa 6sea, aumentando el riesgo de sufrir una
fractura osteopordtica®. Asimismo, los TA también
pueden producir otros efectos adversos musculoes-
queléticos como artralgias y dolores musculares,
que pueden afectar al cumplimiento de la terapia
durante los afos de tratamiento prescrito’®.

Por otro lado se ha observado que las pacien-
tes tratadas con TA muestran una gran variabilidad
interindividual en la aparicién e intensidad de los
sintomas musculoesqueléticos, sugiriendo que exis-

ten factores que pueden aumentar su aparicion. En
este sentido, los niveles de vitamina D (Vit D) se
han relacionado con la aparicion de artralgias’.
Asimismo, probablemente también existe una base
genética que modularia, en parte, el efecto de los
IA. Diversos estudios han relacionado variantes
genéticas asociadas al aumento de dolor y la pér-
dida de masa 6sea en mujeres tratadas con IA de
la cohorte B-ABLE™".

Concretamente, polimorfismos de cambio de
un nucledtido (SNPs) en el gen CYPI11AI1:
rs4077581, 1rs11632698 y rs900798 se asociaron
con la pérdida de densidad mineral 6sea (DMO)
en cuello femoral (CF) a los 2 anos de tratamien-
to con IA". El gen CYP11A1 codifica la enzima de
escision de la cadena lateral del colesterol (nom-
bre alternativo: P450scc) que cataliza el paso pri-
mero y limitante de la esteroidogénesis, convir-
tiendo el colesterol en pregnenolona. Ademas, la
P450scc también puede hidroxilar la vitamina D2,
D3 y sus precursores®® sugiriendo un amplio
espectro de funciones en el metabolismo celular.

Por otro lado, siete SNPs del gen CYP17A1
(rs4919686, 154919683, 154919687, rs3781287,
rs10786712, 156163, rs743572) se asociaron con el
aumento de dolor al ano de tratamiento con IA™.
El CYP17A1 (170-hidroxilasa/17,20 liasa) es una
enzima clave en la via esteroidogénica que produ-
ce progestinas, mineralocorticoides, glucocorticoi-
des, androgenos, y estrogenos.

Ninguno de los SNPs de los genes CYP11A71 y
CYP17A1, previamente genotipados, provocan
cambios no sinénimos en la proteina, ni se conoce
que tengan ninguna funcién reguladora de la expre-
sion génica.



Es posible que variantes funcionales de los
genes implicados, tanto en la regiéon codificante,
que modificarian la actividad del enzima, como en
regiones reguladoras, que regularfan los niveles
de expresion génica, pudieran estar implicadas en
los efectos secundarios de los IA. Por ello, el obje-
tivo del estudio es la identificacion de variantes
putativamente funcionales en los genes CYP711A1
y CYP17A1.

Material y métodos
Poblacion de estudio
La cohorte B-ABLE (Barcelona — Aromatase indu-
ced Bone Loss in Early breast cancer) es la poblacion
de un estudio prospectivo donde se incluyen
pacientes postmenopausicas con cancer de mama
RH positivo, y tratadas en el Hospital del Mar de
Barcelona. Las participantes reciben IA (letrozol,
exemestano o anastrozol) durante 5 anos, o de
manera alternativa después de 2 6 3 anos de trata-
miento con tamoxifeno (3 y 2 anos de IA, respecti-
vamente), de acuerdo a las recomendaciones de la
American Society of Clinical Oncology, empezando
dentro de las 6 semanas después de la cirugia 6 1
mes después del ultimo ciclo de quimioterapia'.
Los criterios de exclusion fueron: alcoholismo,
insuficiencia renal de grado superior al 3b, artritis
reumatoide, enfermedades metabdlicas 6seas dife-
rentes a la osteoporosis, enfermedad de Paget,
osteomalacia, hiperparatiroidismo primario, hiper-
tiroidismo, diabetes mellitus insulinodependiente,
tratamiento previo o en curso con antirresortivos,
corticosteroides orales o cualquier otro firmaco
que pudiera afectar el metabolismo 6seo, excepto
tamoxifeno.

Mediciones

Densidad mineral 6sea

Al inicio y cada 12 meses hasta la finalizacion del
tratamiento se midié la DMO a nivel lumbar (CL
L1-L4), cuello femoral (CF) y cadera total (CT) uti-
lizando el densitometro de energia dual de rayos
X (DXA) QDR 4500 SL®* (Hologic, Waltham,
Massachusetts, EE.UU.). El coeficiente de varia-
cién para esta técnica en nuestro centro es del 1%
en CL y del 1,65% en CF. Se excluyeron en el
seguimiento aquellas densitometrias cuyas image-
nes presentaban artefactos, enfermedad degenera-
tiva del disco con osteofitos, artrosis con hiperos-
tosis de las articulaciones facetarias, fracturas ver-
tebrales y/o calcificaciones adrticas, y todas aque-
llas que pudieran causar un falso aumento de la
DMO, de acuerdo a la descripcion de Blake et
al.®. Posteriormente se analizé6 mediante el valor
de pérdida relativa de masa 6sea.

Escala visual analogica

El dolor articular se midi6 utilizando la escala
visual analégica (EVA), medido al inicio, a los 3
meses y cada 12 meses hasta el final del estudio.
Se valor6 el dolor de las articulaciones: manos,
hombros, rodillas, caderas, tobillos y pies, en una
escala del 1 al 10 con decimales. Posteriormente
se analiz6 mediante el cambio absoluto de EVA.
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Variables demogrdficas

Se recogi6 informacién de un gran nimero de
variables clinicas en el momento del reclutamien-
to, incluyendo la edad, las edades de menarquia y
menopausia, el tiempo de lactancia, el nimero de
partos, la quimioterapia y radioterapia previa, tra-
tamientos adyuvantes, el peso, la talla, el tabaquis-
mo y la ingesta de calcio mediante la encuesta
INDICAD.

Construccion de haplotipos

En estudios previos en la cohorte B-ABLE se geno-
tiparon SNPs localizados en los genes CYP11A1 y
CYP17A1"". Los SNPs que mostraron una asocia-
cion estadisticamente significativa con los fenoti-
pos evaluados se escogieron para la construccion
de los haplotipos (Figura 1).

Para establecer la relacion de los haplotipos
del gen CYPI11A1 con los SNPs r1s4077581,
r$11632698 y rs900798 en la cohorte B-ABLE, se
calcularon las frecuencias haplotipicas con el ana-
lisis haplo.em y se escogieron los haplotipos mas
comunes (frecuencia >0,01).

Los haplotipos del gen CYP17A1 se construye-
ron de la misma manera con los SNPs rs743572,
156163, 1510786712, rs3781287, 1s4919687, rs4919686
y 1$4919683.

A cada haplotipo se le asign6 un codigo para
facilitar su nomenclatura durante el estudio.

Extraccion de ADN y secuenciacion Sanger
La extraccion de ADN se realizé a partir de sangre
periférica empleando el kit de purificacion de
ADN  Wizard® Genomic DNA Purification Kit
(PROMEGA). Se amplificaron las regiones codifi-
cantes, 5’UTR, 3’'UTR y promotor proximal (hasta
el -601 pb para el CYPI11A1 y -589 pb para el
CYP17A1) con los primers descritos en la tabla 1.
La secuenciacion se efectué mediante el méto-
do de Sanger. Las secuencias fueron analizadas
con el programa Sequence Scanner (v1.0) y el ali-
neamiento con la secuencia de referencia (NCBI
Reference Sequence: CYP11A1 NG_007973.1 y
CYP17A1 NG_007955.1) se llevd a cabo a través
del Multiple Sequence Alignment (EMBL-EBD.

Analisis estadisticos

La frecuencia de los SNPs del CYP11A1 vy
CYP17A1 fue estimada con el algoritmo esperan-
za-maximizacion. La asociacion entre los haploti-
pos y los fenotipos (cambio de DMO en CF y
aumento de dolor) se analiz6 con el haplo.gim,
basado en andlisis de regresion glm, ajustando por
edad, indice de masa corporal (IMC), terapia pre-
via con tamoxifeno y quimioterapia. El haplotipo
mas comun fue utilizado como haplotipo de refe-
rencia y se asumi6 el modelo aditivo obteniendo
un valor p y el B-coeficiente respecto el haplotipo
de referencia.

Las potenciales diferencias entre las caracteris-
ticas de las pacientes seleccionadas segin su
haplotipo y con fenotipos extremos fueron evalua-
das con la prueba t de Student para muestras inde-
pendientes.



ORIGINALES / Rev Osteoporos Metab Miner. 2017;9(2):72-81 a

Figura 1. SNPs seleccionados para la construccion de los haplotipos
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La asociaciéon entre las variantes genéticas
encontradas en la secuenciaciéon y los fenotipos
extremos se analizaron mediante regresion lineal
multiple, contemplando los modelos de herencia
genética dominante, recesivo y aditivo.

Todos los analisis estadisticos fueron definidos
como significativos con P<0,05. Estos se realizaron
mediante programa estadistico SPSS (version 22) y
R para Windows (version 2.15.2) usando los pac-
kages, foreign, rms, multtest, plyy, boot, haplo.stats
y SNPassoc.

Declaracion de ética

Los protocolos del estudio han sido aprobados
por el Comité Etico de Investigaciéon Clinica del
Parque de Salud Mar (2013/5283/D. Los protoco-
los aprobados para la obtencion de ADN de mues-
tras de sangre se explicaron a las potenciales par-
ticipantes, que firmaron un consentimiento infor-
mado antes de ser incluidas en el estudio.

Resultados
Caracteristicas basales de las pacientes de la
cohorte B-ABLE
En la tabla 2 se muestran las caracteristicas demo-
grificas, los valores de DMO vy la evolucion de la
sintomatologia musculoesquelética mediante EVA,
para los genes CYP11A1 y CYP17A1, en las que
se procedio a la construccion de los haplotipos.
El esquema del procedimiento para llegar al
andlisis final de asociacion genética con los fenoti-
pos extremos de DMO y sintomatologia musculoes-
quelética mediante EVA se muestra en la figura 2.

Construccion de los haplotipos del gen CYP1141
y del gen CYP17A41
En la tabla 3 se muestran los haplotipos construi-
dos y el anilisis de asociacion de los genes
CYP11A1y CYP17A1 con el cambio de DMO en
CF a los 2 anos y el aumento de dolor a los 12
meses de tratamiento con IA, respectivamente.
En el gen CYP11A1, el haplotipo que mostré una
mayor diferencia fenotipica respecto el haplotipo de
referencia (11.1) fue el 11.2, donde las pacientes por-

tadoras del haplotipo 11.1 en homocigosis tenian una
pérdida de DMO de 4,41 veces mayor que las porta-
doras del haplotipo 11.2 en homocigosis (Tabla 4).

En el caso del gen CYP17A1, los haplotipos
17.3 y 17.4 mostraron diferencias estadisticamente
significativas respecto el haplotipo de referencia
(17.1). Las pacientes homocigotas para el haploti-
po 17.1 mostraron un aumento del dolor 3,26
veces mads que las pacientes homocigotas para el
haplotipo 17.4 (Tabla 4).

Seleccion de pacientes para el estudio genético
por secuenciacion Sanger
A partir de los resultados del anilisis de asociacion
con haplotipos, se seleccionaron las pacientes de
la cohorte B-ABLE portadoras de los haplotipos
(con un 99% de probabilidad) que mostraban
mayores diferencias fenotipicas: para el gen
CYP11A1 se seleccionaron las pacientes portado-
ras de los haplotipos 11.1 y 11.2 en homocigosis.
Para el gen CYP17A1, se seleccionaron aquellas
pacientes portadoras de los haplotipos 17.3 y 17.4,
tanto en homocigosis como en heterocigosis.
Ademas se seleccionaron las pacientes portadoras
del haplotipo 17.1 y cualquier otro haplotipo (a
excepcion de los 17.3 y 17.4) (Figura 2 y Tabla 3).
Posteriormente, dentro de cada grupo haploti-
pico del gen CYP11A1 se escogieron a las pacien-
tes que mostraban un fenotipo extremo en la
DMO de CF (mayor o menor pérdida de DMO a
los 24 meses de tratamiento) (n=40). El mismo
proceso se llevo a cabo para los grupos haplotipi-
cos del gen CYPI7A1 en que se seleccionaron
aquellas pacientes con el fenotipo extremo para
artralgia (mayor o menor aumento del dolor los 12
meses de tratamiento) (n=39) (Tabla 5).

Identificacion de variantes genéticas y analisis
de asociacion con los fenotipos extremos

Tras la secuenciacion de los genes CYP11A1 y
CYP17A1, se encontraron diversos SNPs en ambos
genes. Ninguno de ellos correspondia a un cambio
no sinénimo, ni en sitios de splicing y, por lo tanto,
se descarté un cambio en la secuencia proteica.



Tabla 1. Pares de primers utilizados
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b . F' 5'-CAACCAGATTTGCCAAGGTC-3'
romotor
R' 5'-GGGCCAAGATTATAACTACCAGC-3'
. F' 5'-GCACAGGCAGATATTTCAGGA-3'
S'UTR y EXON 1 _
R 5-GGGGACTACAGCAGGGCTAC-3'
EXON 2 F' 5'-CCTATTGTCTTGTCCTTCAGCA-3'
R' 5 "AGGTGGGACTCAGTGAGCAA-3'
) F' 5-GTGAGAGGCAGAGGGTGCT-3'
EXON 3
R 5'-CAGAGCAAGGGGTCTCACTC-3'
. F' 5-GTTGCCAGAGGTCAGCTTTC-3'
EXON 4
R' 5'-CAACAGCCAGCCTTCCAT-3'
CYP11A1
EXON 3 F 5'-CCCCAAGAATTCGATGAAAA-3'
b
R' 5'"TGACCCCACCATCTTAGGAG-3'
EXON 6 F' 5'-CAAGTGCTGCCCTGAATGTT-3'
R 5-TGTGTGGCATCTCAGCCCTA-3'
EXON 7 P 5-GAGGTTGGAAGCAGGAAGTG-3'
R' 5'-CTCAGACCCAGGCAAATCAT-3'
EXON 8 F' 5-AAGGGTGGGACAATCATCCT-3'
R 5'-AACTGTGGGAGAGAGCGAGA-3'
B F' 5'-CAACCACTCATCACCCACTG-3'
EXON 9 y 3UTR
R 5-GATTCTGCTGGCTCCTGAAC-3'
F' 5'-GGTTCCCCCAGTACGCTAGT-3'
Promotor 1.1
R' 5-GCCTTGTGGAAAGATTCTCCT-3!
F' 5" TGACCCTCCTGAATCTGTCA-3'
Promotor 1.2
R 5" TTGGGCCAAAACAAATAAGC-3'
. F' 5-GTTTGCCCTGGAGTTGAGC-3!
S'UTR y EXON 1
R 5'"TCTGAAGACCTGAACAATCCCA-3'
) F 5-AAGGGCAAGGACTTCTCTGG-3'
EXON 1.1
R 5" TGTGAGCCTGAGTAGCTGGA-3'
. F' 5-GAAAATGGGGGCAGTGACTA-3'
EXON 1.2
R' 5-GAGCCGCCTCCTCCTAGA-3'
B P 5'-CAGGGTCAGGAAATGGAAAA-3'
EXON 1.3
R' 5'-GCGATACCCTTACGGTTGTT-3'
. F 5'-CCAGAGGTGTAAGGGCAAGA-3'
EXON 2y 3
CYPI7AL R 5'-AAAGGAAGGAAGATTGGGGAC-3'
EXON 3 F' 5'-GTGGACCTAGTCCCCTGGTT-3'
R 5"AGGGTTTTGTTGGGGAAAAT-3'
. ) F' 5'-CCGCCTCCAGGAGAGACT-3'
EXON 4 y INTRON 4
R' 5'-GTGCAATGGCATGATCTCAG-3'
) ) F' 5'-CCTGCCCAGACTTGCTCTAC-3'
INTRON 4.2 y EXON 5
R 5-GGGTCAAAGCCAACTACTGC-3'
INTRON 5, EXON 6 y F' 5'-CACAATCCTCAGGTGTGCTT-3'
INTRON 6.1 R' 5 -TCTTGAACCCCTGACCTCAT-3!
i F 5-GCTGGCCAACCTAAAGTCAG-3'
INTRON 6.2
R 5'-GCCCTTTACTCCCTCATTCC-3'
. F' 5'"ACAGAAGCGCCTGTTAGGAG-3'
EXON 7 y INTRON 7.1
R 5'"AGCCCTTAACGACACAGAGG-3'
. F' 5 TCTCTTTTCCATCCTTCCTGA-3'
EXON 8 y 3’'UTR
R' 5'-CGGTGTTGAAAGAATGAGTGAG-3'

F: forward; R: reverse.
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Tabla 2. Caracteristicas basales de las pacientes genotipadas para los genes CYP11A1y CYP17A1

Pacientes CYP11A1 Pacientes CYP17A1

(n=391) (n=532)
Edad (afios), media + DE 61,3 £ 8,5 61,9 £ 8,5
IMC, media + DE 295 + 54 289 572
Edad inicio de la menopausia (anos), media + DE 493 + 45 494 + 43
Edad de menarquia (anos), mediana (RD 12 (3) 12 (3)
Lactancia (meses), mediana (RI) 3 (1D 3 (10)
Numero de hijos, mediana (RD 22 2(2)

Terapia previa con tamoxifeno, n (%)

159 (40,7%) 227 (42,7%)

Quimioterapia previa, n (%)

235 (60,1%) 319 (60,0%)

Inhibidor de aromatasa, n (%)

Letrozol 262 (67,0%) 348 (65,4%)

Exemestano 124 (31,7%) 173 (32,5%)

Anastrozol 5 (1,3%) 11 (2,1%)
DMO CL (g/cm?), media + DE 0,961 = 0,109 0,916 + 0,132
DMO CF (g/cm?), media + DE 0,747 + 0,085 0,718 + 0,100
DMO CT (g/cm?), media + DE 0,895 + 0,096 0,850 + 0,112
EVA, media + DE 2,435 + 2,525 2,434 + 2,469

DE: desviacion estindar; IMC: indice de masa corporal; RI: rango intercuartil, DMO CL, CF y CT: densidad
mineral 6sea de columna lumbar, cuello de fémur y cadera total; EVA: escala visual analogica.

Sin embargo, en la region del promotor basal
del gen CYP11A1 se encontré una variante gené-
tica (D15S520) asociada a la variacion de DMO en
CF a 24 meses (Coeficiente p=-6,32; Intervalo de
confianza (IC) del 95%: [-8,55 ; -4,09]; p=3,71e-").

El polimorfismo D15S520 es un microsatélite
en la posicion -373 pb que se utiliza como marca-
dor genético (Sequence Tagged Sites, STS) y que
consiste en la repeticion en tindem del pentanu-
cle6tido (TAAAA)n. En nuestras pacientes, el
numero de repeticiones observadas fue 4, 6, 8y 9.

Se encontré que el haplotipo 11.1 correlaciona-
ba con el alelo de 4 repeticiones del pentanucled-
tido. En cambio, las pacientes portadoras del haplo-
tipo 11.2 presentaban diferentes alelos del microsa-
télite que podian estar en homocigosis o heteroci-
gosis, pero nunca el alelo con 4 repeticiones.

Discusion
Los IA tienen una serie de efectos secundarios
entre los cuales destacan la aparicion o el aumen-
to de artralgias y la pérdida de masa 6sea, aumen-
tando asi el riesgo de fracturas. Todo ello puede
afectar el cumplimiento de la terapia, disminuir la
calidad de vida de las pacientes y aumentar el ries-
go de recidiva del tumor mamario.

En estudios previos, se asociaron variantes
genéticas del gen CYP11A1 y del CYP17A1 a la
pérdida de DMO en CF'" y al aumento de dolor

articular™, respectivamente. Ninguno de los SNPs
asociados a dichos eventos producia un cambio
en la estructura de la proteina y, por lo tanto, se
descart6é una posible funcionalidad de estos SNPs
en la determinacion del evento.

Con el objetivo de identificar putativas varian-
tes genéticas funcionales que expliquen la asocia-
cion de estos genes con los efectos musculoesque-
léticos, se secuenciaron las regiones codificantes y
reguladoras de los genes CYP11A1 y CYP17A1.

No se hall6 ninguna variante en la region codifi-
cante que causara un cambio en la secuencia de ami-
noacidos de la proteina y, por lo tanto, que pudiera
implicar un cambio estructural de la enzima. Sin
embargo, se hall6 una variante genética, D15S520,
situada en la region reguladora del CYP11A1, que se
relacion6 con la pérdida de masa Osea.

El D15S520 es un microsatélite basado en la repe-
ticion del pentanucledtido (TAAAA)n situado en el
promotor del CYP11A1, a 528 pb upstream del ini-
cio de traduccion del gen. En nuestro estudio, este
polimorfismo se ha encontrado significativamente
asociado a la pérdida de masa 6sea a los 24 meses
de tratamiento con IA. Se ha observado que todas las
pacientes portadoras del haplotipo 11.1/11.1 eran
también portadoras del genotipo 4/4. En la cohorte
B-ABLE, estas pacientes tenian una predisposicion
mayor a perder masa 6sea (-3,014%) que las portado-
ras de los haplotipos 11.2/11.2 (-0,683%)).
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Figura 2. Esquema general del proceso de andlisis de asociacion realizado en el estudio
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Tabla 3. Asociacion entre haplotipos de los genes CYP11A1y CYP17A1, con pérdida de DMO en CF a 2 anos
y cambios del dolor a los 12 meses de tratamiento con IA, respectivamente

Gen Haplotipos hggldoi tgi(;)o Frecuencia cag:i%(;fan(ti(:l[ﬁzz‘i;gpo Valor de p
TGG* 11.1 0,517 Ref. Ref.
CAT 11.2 0,368 0,99 (0,29 ; 1,69] 0,006
CYP1IAT*
TAG 11.3 0,087 0,26 [-0,96 ; 1,471 0,676
TAT 11.4 0,026 1,03 [-0,96 ; 1,471 0,342
ACCTGAC* 17.1 0,555 Ref. Ref.
ACCGGAA 17.2 0,014 -0,32 [-1,45 ; 2,09] 0,723
CYPI7AI" | GATGAAA 17.3 0,014 -1,67 [-3,24 ; -0,10] 0,037
GATGACA 17.4 0,278 -0,61 [-1,03 ; -0,19] 0,005
GATGGAA 17.5 0,123 -0,30 [-0,82 ; 0,22] 0,26

*Haplotipo de referencia; “‘Haplotipos construidos por: rs4077581, rs11632698 y rs900798; "Haplotipos construi-
dos por: 1s743572, rs6163, 1s10786712, 1s3781287, rs4919687, rs4919686 y 1s4919683; Ajustado por: edad, indi-
ce de masa corporal, quimioterapia y tamoxifeno previo.
DMO: densidad mineral 6sea; CF: cuello de fémur; IC: intervalo de confianza.
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Tabla 4. Media de los fenotipos (pérdida de DMO en CF en CYP11A1 y aumento del dolor en CYP17A1) de
las pacientes de la cohorte B-ABLE portadoras de los haplotipos en homocigosis

EEm ST el lll\f)rl:f:f(i:ie;(:f:s pacgrfgei: lflf)rrlr(l)(t)icl?g)otas

11.1 187 -3,01%
11.2 75 -0,683%

CYP11A1
11.3 3 -2,42%
11.4 1 -
17.1 93 1,76
17.2 0 -

CYP17A1 17.3 1 -
17.4 18 0,54
17.5 0 -

DMO: densidad mineral ésea; CF: cuello de fémur.

Este microsatélite fue previamente asociado al
riesgo de padecer cincer de mama'® aunque
existe cierta controversia con los resultados®. El
estudio de Sakoda et al.'® sugiri6 que las mujeres
portadoras de 4 repeticiones en homocigosis ten-
drian menor riesgo de sufrir cincer de mama. Una
hipdtesis seria que el alelo de 4 repeticiones afec-
tarfa la expresion del gen CYP11A1 disminuyendo
la produccion de estrégenos. Como consecuencia,
la menor exposicion a estrogenos reduciria el ries-
go de padecer cancer de mama*, pero durante el
tratamiento con IA, los niveles de estrégenos rema-
nentes podrian ser inferiores a los de las pacientes
portadoras de los otros alelos, incrementando asi
la pérdida de masa 6sea.

La deteccion de variantes genéticas que expli-
quen en parte la accién de los IA sobre el sistema
musculoesqulético permitiria llevar a cabo terapias
personalizadas con el fin de evitar, o al menos
prever con antelacion, los efectos secundarios de
los IA. Con ello se podria mejorar la adherencia al
tratamiento de estas pacientes, que actualmente se
sitda entre el 75,5-78,5%, y asi evitar recaidas y un
nuevo cancer de mama contralateral®.

La principal limitacion de este estudio es que no
prueba que este microsatélite sea realmente una
variante funcional, ya que no existen estudios fun-
cionales del promotor del CYP11A1 que validen
esta hipétesis. Sin embargo, el hecho de no haber
encontrado ninguna variable funcional en las regio-
nes codificantes de ninguno de los genes estudiados
parece indicarnos que la asociacion observada entre
estos genes y los fenotipos tiene que ser causada
por variantes genéticas localizadas en regiones
reguladoras. Otra limitacion del estudio es la utiliza-
cion del parimetro EVA para la valoracion de la sin-
tomatologia musculoesquelética. El EVA asume que
el dolor es una experiencia unidimensional que
puede medirse en una escala de intensidad de un

solo punto. No obstante, la toxicidad reportada por
la paciente capta de forma mas exhaustiva los efec-
tos secundarios de las terapias (es decir, el dolor) en
la experiencia diaria y tiene mayor concordancia
con la calidad de vida de la paciente que la toxici-
dad comprobada por el clinico, siendo asi apropia-
do para la investigacion de la sintomatologia mus-
culoesquelética. Asimismo, la proporcion de la esca-
la de EVA permite detectar las diferencias porcen-
tuales entre las mediciones de EVA obtenidas en
multiples puntos en el tiempo. Otras ventajas del
EVA son su facilidad y brevedad de puntuacion,
minima intrusividad y simplicidad conceptual.

En conclusion, la variante D155520 del promo-
tor del gen CYP11A1 podria modular la expresion
de este gen, explicando asi parte de la variabilidad
fenotipica encontrada en la pérdida de masa 6sea
de las pacientes en tratamiento con IA. Por otro
lado, no se ha encontrado ninguna variante en el
CYP17A1 que pueda explicar el aumento o dismi-
nucién del dolor articular observado en las
pacientes en tratamiento con IA. Se deberian estu-
diar mids profundamente las regiones promotoras
de estos genes para detectar posibles variantes
genéticas que podrian estar implicadas en la regu-
lacion de su expresion.
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Tabla 5. Caracteristicas de las pacientes con fenotipos extremos seleccionadas para el anilisis genético

Pacientes CYP11A1 11.2/11.2 (n=20) 11.1/11.1 (n=20)
Edad (anos), media + DE 60,6 = 10,8 59,1 + 99
IMC, media + DE 27,31 + 4,6 27,91 + 4,6
Edad inicio de la menopausia (afios), media + DE 478 + 36 48,2 £ 49
Edad de menarquia (anos), mediana (RD 13 (2) 12 (2)
Lactancia (meses), mediana (RI) 515 25O
Numero de hijos, mediana (RD 2(2) 22
Terapia previa con tamoxifeno, n (%) 0 (09 0 (09
Quimioterapia previa, n (%) 13 (65,0%) 13 (65,0%)

Inhibidor de aromatasa, n (%)

Letrozol 10 (50,0%) 9 (45,0%)

Exemestano 10 (50,0%) 11 (55,0%)
DMO CF (g/cm? (basal), media + DE 0,763 + 0,104 0,777 + 0,073*
Cambio de DMO CF (2 anos), media relativa (%) + DE 2,330 £ 3,203 -7,858 £ 3,684**

Pacientes CYP17A1 17.3/17.4 (n=19) 17.1/- (n=20)

Edad (anos), media = DE 61,79 = 9,13 61,15 = 7,85
IMC, media + DE 29,22 + 7,29 31,01 + 6,23
Edad inicio de la menopausia (afnos), media + DE 48,63 = 3,99 48,65 * 5,02
Edad de menarquia (anos), mediana (RD 12 (3) 12 (3)
Lactancia (meses); mediana (RI) 3(12) 6 (14
Numero de hijos; mediana (RD 2D 2
Terapia previa con tamoxifeno, n (%) 14 (73,7%) 15 (75,0%)
Quimioterapia previa, n (%) 12 (63,2%) 14 (70,0%)

Inhibidor de aromatasa, n (%)

Letrozol 11 (57,9%) 8 (40,0%)

Exemestano 7 (36,8%) 11 (55,0%)

Anastrozol 1 (5,3%) 1 (5,0%)
EVA (basal), media = DE 2,750 £ 0,097 0,825 + 1,270*
Cambio de EVA (1 afo), media + DE 0,078 + 2,264 6,290 + 1,032*

DE: desviacién estindar; IMC: indice de masa corporal; RI: rango intercuartil; DMO CF: densidad mineral 6sea
de cuello de fémur; EVA: escala visual analdgica; *p<0,01; **p<0,001.
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